esp@cenet document view Page 1 of 1 



Verfahren und Vorrichtung zur Referenzierung von 
FluoreszenzintensitStssignalen 



Publication number: 0E1 9829657 
Publication date: 1999-02-04 
inventoR KLIMANT INGO DR (DE) 

Applicant: KLIMANT INGO DR (DE) 



G0fA/2f/S4; G01N21/64; (IPC1-7): G01N21/64: 
C09K11/06: C09K11/77: C09K11/87: G01N33/533 
-European: G01N21/64H 
Application number: DE19981 029657 19980702 

Priority number(s): DEI 9 98 1029657 19980702; DEI 9 97 1033 341 19970801 



Report a data error here 



Abstract of DE19829657 

The invention relates to a method and a device 
for the fluorometric determination of a 
biological, chem ical or physical parameter of a 
sample, using at least two different 
luminescent materials, the first of which 
responds to the parameter at least as regards 
luminescence intensity and the second of 
which does not respond to the parameter as - 
regards luminescence intensity and decay 
time. The luminescent materials have different 
decay times. The time or phase behaviour of 
the luminescence response obtained is used 
to generate a reference variable for 
determining a parameter. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(3) Verfahren und Vorrichtung zur Referenzierung von Fluoreszenzintensitatssignalen 
@ Ein Verfahren und eine Vorrichtung zur fluorometri- 

schen Bestirnmung eines biologischen, chemischen oder 

physikalischen Parameters einer Probe benutzt zumin- 

dest zwei verschiedene Leuchtstoffe, deren erster zumin- 

d est in der Lumineszenzintensitat auf den Parameter an- 

spricht, und deren zweiter zumindest in der Lumineszenz- 
intensitat und der Abklingzeit auf den Parameter nicht an- 

spricht. Die Leuchtstoffe weisen unterschiedliche Ab- 

klingzeiten auf. Das Zeit- oder Phasenverhalten der sich 

ergebenden Lumineszenzantwort wird zur Btldung einer 

ReferenzgroSe fur die Bestimmung eines Parameters her- 

angezogen. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine in einem Spektralphotometer venvendbare \forrichtung zur fluorometri- 
schen Bestimmung eines biologischen, chcmischen oder physikaUschen Parameters einer Piobe unter Venvendung zu- 
deft zwdeTveLhiedener Leuchtstoffe. deren erster zumindest in der Lumineszenzintensttat auf den Parameter an- 
rpricht und deren zweiter zumindest in der Lumineszenzintensita und der AbkUngzeit arf 

Insbesondere betrifft die Erfindung ein neues Konzept zur optischen Detektion von chemischen Paramelern mit lilfe 
von optischen Sensoren, auf der Basis von Phasenverschiebungs- und zeitaufgelosten Messungen. Die verwendeten Mo- 
duSsfequenzen Uegen zwischen 0,5 und 5 MHz und sind mit preiswerten optischen Halbleiterbautei en erfaBbar. 

Aus der Literatur und der Praxis optischer Sensoren ist bekannt, dafi bei Lumineszenzmessungen die Bestimmung der 
AbklTnSeit I^stelle der Intensitat aU MeBgroBe entscheidende praktische Vorteiie aufweist^Diese GroBe Wild duK:h 
sSkungen des optischen Systems nur unwesentlich oder im besten Fall uberhaupt mcht beeinfluBt Sowohl \femn- 
dSSn Stensitlt der LichtqueUe und der EmpfindUchkeit des Photodetektors als auch Sign^verluste durch Bie- 
guZvon S^n Oder Beeinflussung der Signalintensitat durch Veranderung der Geometne des Senson> haben keme 
Auswirkungen auf das MeBsignal. Dies gilt auch fiir undefinierte optische Eigenschaften der Probe (wie Thibung. Eigen- 
farbungundBiechungsindex),diezuProblemenbeiIntensitatsmessungenfulirenkOT^^ 

Desweiteren gibt es in vielen FaUen eine weitgehende Unabhangigkeit des MeBs.gnals von der Konzentration des In- 
dikators in der sensitiven Schicht Deswegen sind Photozersetzung und Auswaschen in genngen MaBen wenig knU ch. 

In der Literatur wurden eine Vielzahl von MeBprinzipien voigeschlagen, urn chemische Parameter auf Abklingzeitba- 
sis zu messen. Eine der am haufigsten angewendeten Methoden ist die dynamische Lununeszenzloschung, wobei der an- 
geregte Zustand eines Lumineszenzindikators durch den Analyten strahlungslos deaktiviert wird. Auf dieser Grundl^^^^ 
Irfollt die optische Messung von molekularem Sauersloff. sowie der Nachweis von Halogenid- und Schwermetallionen 

Eine weitere MogUchkeit der Deakdvierung nutzt den photoinduzierten Elektronentransfer in einem einzelnen Indika- 
tormolekul. Bei diesem Effekt (kurz PET genannt) liegt der Lumineszenzindikator in verschiedenen Formen vor; von de- 
neTm^dne (saure Form oder mit gebundlnem Metallion) hoch lumineszierend ist und eine lange Lebensdauer aufweist 
In der zweiten Form (basische Form oder ohne gebundenes Metallion) besitzt der Indikator ein frei^ Eletoonenpaa^ 
welch es den angeregten Zustand strahlungslos deaktivieren kann. Als Folge vemngert sich sowohl die Abklingzeit ak 
auch die Lumineszenzquantenausbeute. Dieses Prinzip kann Anwendung linden fur die opUsche Bestimmung des pH- 
30 Wertes Oder in der optischen lonensensorik (2). tttj-i* 

weitere vor^chlagene MSglichkeit der Abklingzeitmessung besteht darin daB bestimmte pH-Indikatore^^ im 
protbnierten und deprotonierten Zustand mit unterschiedUcher Intensitat und unterschiedhcher, aber de&nierter Abkling- 
Lit lumineszieren. Dabei handelt es sich z. B. um Deiivate von Seminaphthofluoresce.n In diesem Fall wu-d dae Lunu- 
^zenz der sauien und der basischen Foim simultan vermessen. Aus dem jeweiligen (pH abhangigen) Verhaltnis der 
35 beiden Intensitaten ergibt sich dabei eine mittlere Abklingzeit. die gemessen werden kann (3). \foraussetzung bei dies?r 
MeSe is", daB beidi Formen eines Indikators lumineszieren. und ihre Absorptions- und Emissionsspektren deuthche 

^S^f^tSt g'SSmeS bei den meisten der bisher zitierten MeBprinzipien die gemessenen Abklingzeiten in 
der Regel im Bereich von wenigen Nanosekunden Uegen. Die genaue Messung von Abldingzeiten im unleren Nan^- 
kundenbereich ist aber instrumentell sehr aufwendig und erfordert neben sehr schnellen Schaltungen und hohen Modu- 
laUonsfrequenzen auch schneUe Lichtquellen und Detektoren. Die Entwicklung von P^^r'^r^''J^^^S^''^^'".^^f 
Art von Sensoren, auf der Basis von opUschen Halbleiterkomponenten wie Leuchuoden und Photodioden scheint deswe- 
gen in naher Zukunft ziemUch ausgeschlossen. Preiswerte MeBgerate sind aber fiir eine weitgefacherte Anwendung op- 
tischer Sensoren unabdingbar. Deswegen besteht ein groBes Interesse an Abklingzeitsensoren, deren MeBbereich sich im 
Bereich von Mikrosekunden oder sogar Millisekunden bewegt. Solche Sensoren wurden bisher fast ausschheBhch fur 
die optische Sauerstof&nessung bis zur Praxisreife entwickelt, wobei Indikatoren nut Abkhngzeiten bis zu emigen Mil- 

lisekunden zum Einsatz kommen. . . , j . . i i 

Bin kurzlich eingeschlagener Weg. neue langlebige Abklingzeitsensoren zu entwickeln nutzt den stehlungslosen 
Eneigietransfer zwischen einem lumineszierenden Donormolekul, dessen photophysikahsche Eigenschaften durch den 
Analyten nicht beeinfluBt werden, auf einen ftlr den Analyten sensitiven Farbindikator. der als Al^eptor bezeichnet wird. 
Dessen Absorptionsspektrum muB abhtogig von der jeweiligen AnalytkonzentraUon unterschiedlich stark nut dem 
Emissionsspektrum des Donors uberlappen. Als lumineszierender Donor konnen Ubexgangsmetallkomplexe nut Ruthe- 
niumOI), Rutheniumd) oder Osmium und Iridium als Zentralatom eingesetzt werden Diese \ferbindungen zeichnen s^h 
durch laiige Lebenszeiten (einige 100 nsec bis wenige Mikrosekunden) und hohe Quantenausbeuten aus. Dieser mg 
wurde ersUnaUg von Lakowicz vorgeschlagen und kurzlich fiir optische pH-Sensoren umg^etzt. wobei die analoge Rea- 
lisierung von Optoden fUr die pCOj-, NHj- und die lonendetektion grundsatzhch moghch ist (4. 5). • 

SLierendes Problem beim praktischen Einsatz solcher Sensoren besteht darin, daB die Rate des Eneigietransfer^ 
undd^t die meBbare mitUere Abklingzeit zum einen signifikant vom Abstand und der Positiomening yon Donor und 
Akzeptormolekiil abhangig ist, zum anderen aber auch von der Konzentration des Akzeptors in der Matrix. Aus chesem 
Grund fuhrt jede Veranderung der Verteilung und des Abstands der Indikatoren in der Matrix zu Veranderungen m der 
Kennlinie der Sensoren. Insbesondere die QueUung der Matrix stent ein erhebUches Problem dar. , , 

Ein weiteres Problem ist der EinfluB von Sauerstofif auf die Sensoren. Da die Lumineszenz der eingesetzten langlebi- 
een Donoren von Sauerstoff zum Teil betrachtlich geldscht wird, muB die Sauerstoffkonzentration mitgemessen und das 
MeBsignal korrigiert werden. Zusatzlich entsteht bei diesem ProzeB in der Membran reaktiver Smglett^auerstofif, der die 
Photolersetzung der immobiUsierten Indikatoren beschleunigt. Damit wird sowohl die Lager- als auch die Langzeitsta- 
bilitat der Sensoren herabgesetzt. Damit geht naturUch einer der klassischen \forteile der Abkbngze.tmessung verloren 
Aus der US 5,102,625 ist eine Vorrichtung der eingangs genannten Art bekannt. Dort werden nnttels zweier separa^er 
MeBkanale die Intensitaten zweier Leuchtstoffe separat gemessen. Deren Intensitatsverhaltnis wird als Endsignal fur die 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



2 



\ 



DE 198 29 657 A 1 

• • 

Messung des Parameters verwendet. Die Abklingzeiten der Leuchtstoffe gehen in die Messung nicht ein. Die beiden 
Leuchtstoffe haben unterschiedliche Spektralbereiche. 

Aufgabe der Erfindung isl es daher, ein Verfahren und eine Vorrichtung zur fluorometrischen Bestimmung des Para- 
meters einer Probe anzugeben, das bei hoher MeBgenauigkeit mil geringerem apparativen Aufwand auskommt. 

Zur Losung der Aufgabe wird ein Verfahren mit den Merkmalen von Anspruch 1 und eine \forrichtung mit den Merk- 5 
malen von Anspruch 21 vorgeschlagen. 

Die Erfindung beschreibt ein neues MeBprinzip, welches die fluorometrische Bestimmung verschiedener chemischer, 
physikalischer und biologischer Parameter mit Hilfe von zeitaufgelosten- und Phasenmodulationstechniken ermoglicht. 
Die Erfindung erlaubt es, das Intensitats signal der meisten in der Literatur beschriebenen Fluoreszenzsensoren durch Zu- 
mischen eines ianglebigen Leuchtstoffs sehr effektiv zu referenzieren. Dazu werden zwei verschiedene Leuchtstoffe ge- lO 
meinsam im Sensor co-inunobilisiert. Die Summe aus einemLumineszenzsignal vait konstanter langlebiger Abklingzeit 
(mind., einige hundert Nanosekunden) und einem kurzlebigen Ruoreszenzsignal wird gemessen. Wahrend die langlebige 
Lumineszenz in ihren Parametem vom Analyten nicht beeinfluBt wird, verandert sich die Intensitat des co-immobilisier- 
ten kurzlebigen Leuchtstoffs in Abhangigkeit von der jeweiligen Analytkonzentration. Da die durch Phasenmodulations- 
' techniken ermittelte Phasenverschiebung nur vom Verhaltnis der Intensitatsanteile der beiden ^inzelnen Leuchtstoffe i5 
abhangt, spiegelt sich in diesem Parameter direkt die Intensitat des auf den Parameter ansprechenden LeuchtstoflFs wie- 
der. Damit handelt es sich bei der Erfindung um ein neues Verfahren der intemen Referenzierung der Signalintensitat von 
Fluoreszenzleuchtstoffen, ohne daB eine zweite Lichtquelle oder ein zweiter Photodetektor benotigt wird, Unter der Vor- 
aussetzung, daB die Verteilung der beiden Leuchtstoffe beim HerstellungsprozeB konstant gehalten wird, ist <I>ni aus- 
schlieBhch vom zu bestimmenden physikalischen oder chemischen Parameter abhangig, wahrend Schwankungen im op- 20 
toelektronischen System, Verlusten in den Lichtleitem und den optischen Eigenschaften der Probe das Signal nicht be- 
einflussen. 

Bevorzugt ist, daB beide Leuchtstoffe im gleichen Wellenlangenbereich Licht absorbieren und damit mit der gleichen 
Lichtquelle zur Lumineszenz angeregt werden konnen. Bevorzugt liegen die Emissionsspektren im gleichen Spektralbe- 
reich. So ist es z. B. moglich, beide Leuchtstofife mit blauem Licht bei einer Wellenlange von 450 nm anzuregen, wobei 25 
ein Leuchtstoff griines Licht bei 520 nm und der zweite rotes Licht bei 600 nm emittiert, da beide Signale trotzdem mit 
demselben Detektor gemessen werden konnen. Es ist aber auch moglich, die Lumineszenz zweier Leuchtstofife simultan 
zu messen, die sich in ihren Emissionsspektren deutlich voneinander unterscheiden. 

Das beschriebene MeB verfahren hat den Vorteil, daB der langlebige Leuchtstoff keine analytspezifische Reaktion auf- 
weisen mu6, sondem einzig als Trager eines konstanten Untergrundsignals mit langer Abklingzeit fungiert, welches 30 
durch den kurzlebigen Leuchtstoff moduliert wird. Aus diesem Grund konunt eine ^elzahl von in der Literatur beschrie- ■ 
benen phosphoreszierenden Verbindungen fur diesen Zweck in Frage. 

Der langlebige Leuchtstoff braucht nicht mit der Probe, dem Analyten und dem Ruoreszenzindikator in Wechselwir- 
kung zu treten und kann deswegen in einer Form inunobilisiert werden, in der er fiir samtUche Probenkomponenten inert 
ist und damit potentieUe Interferenzen durch chemische Parameter von vomherein ausgeschlossen sind. 35 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfiihrungsbeispielen erlautert. 

Fig. 1 zeigt die Abhangigkeit des gemessenen Phasenwinkels von dem Verhaltnis der Intensitat des Fluoreszenz- 
indikators und des Referenzleuchtstofifes; A hohes Fluoreszenzsignal, B niedrieges Ruorszenzsignal. Es bezeichnen: flu 
= variables Fluoreszenzsignal; ref = konstantes Referenzsignal; ges = gemessenes Gesamtsignal; 

Fig. 2 zeigt einen berechneten Zusammenhang zwischen dem gemessenen Phasenwinkel Om sowie cot (OnJ und dem 40 
Amplitudenverhaltnis R der beiden Leuchtstoffe; 

Fig, 3 zeigt spektrale Eigenschaften eines geeigneten Paares von Ruoreszenzindikator und Referenzleuchtstoff. Die 
optimalen spektralen Fenster fiir die Anregung des Liimineszenzsignals und die Messung des emittierten Lichtes sind 
schrafifiert eingezeichnet; 

Fig. 4 zeigt eine zeitaufgeloste Messung des Verhaltnisses der Signalintensitat wahrend des Anregungsimpulses (Ii) 45 
und wahrend des Abklingens der Lumineszenz (I2), wobei das Verhaltnis R von der Gesamthohe des Signals unabhangig 
ist und nur eine Funktion des zu bestimmenden chemischen Parameters darstellt; 

Fig. 5 zeigt pH-Calibrierkurven eines pH-Sensors nach Beispiel 1 mit unterschiedhcher Menge an HPTS (A: wenig 
HPTS; B: viel HPTS), gemessen als Phasenverschiebung bei einer Modulationsfrequenz von 80 kHz. Als Lichtquelle 
dient hier eine blaue LED und als Detektor eine Photodiode; und 50 

Fig. 6 zeigt vier Kombinationsmoglichkeiten des kurzlebigen chemisch sensitiven Leuchtstoffs (A) und des. inerten 
Ianglebigen Leuchtstoffs (B) in einem optischen Sensor, 

Als fur den Analyten inerte Leuchtstofife mit langen Abklingzeiten konmien z. B. in Frage: 

- "Obergangsmetallkomplexe mit Ruthenium (II), Rheniuni (J) oder Osmium und Iridium als Zentralatom und Dii- 55 
minliganden; 

- phosphoreszierende Porphyrine mit Platin, Palladium, Lutetium oder Zinn als Zentralatom; 
~ phosphoreszierende Komplexe der Seltenerden wie Europium, Dysprosium oder Terbium; 

- phosphoreszierende Kristalle wie Rubin, Cr- YAG, Alexandrit oder phosphoreszierende Mischoxide wie Magne- 
siumfluorogermanat 60 

Als kurzlebige fluoreszierende Leuchtstoffe kommen alle Farbstoflfe in Frage, deren Anregungs- und Emissionsspek- 
trum mit einem der oben zitierten Ianglebigen Leuchtstofife tiberlappt und deren Huoreszenzintensitat vom zu bestim- 
menden Parameter abhangig ist. 

Beispiele fiir potentiell moghche Leuchtstoflf- bzw. Luminophor/Ruorophorpaare sind: 65 
Ruthenium(II)-(tris-4,7-dipheny 1- 1 , 1 0-phenanthrolin)/HPTS 
Ruthenium(II)-(tris-4,7-diphenyl- 1 ,10-phenanthrolin)/Ruorescein 
Ruthenium(n)-(tris-4,7-dipheny 1- 1 , 1 0-pbenanthrolin)/Rhodamin B 
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Ruthenium(ID<tris-4J-diphenyl-lJ0-phenanthrolin)/IUiodam^ 

Ruthenium(ID-(tris-47-diphenyl-iaO-phenanthrolin)/Hexadecyl-Acndinoj^ 

Europium(III)-tris-theonyl-trifluorraethylacetonat/Hydroxymethylcoum 

Platin(II)-tetraphenylporphyrin/Rhodamin B-octadecylester 
5 Platin(II)-tetraphenylporphyrin/Rhodamin B 

Platin(II)-tetxaphenylporphyrin/Naphtofluorescein 

PlatinCn)- tetraphenylporphyrin/S ulforhodamin 10 1 

Platin(II)-octaethylporphyrin/Eosin 

Platin(II)-octaethylporphyrin/rhionin 
10 Platin(I[)-octaethylketoporphyrin/Nilblau 

Cr(in>YAG/NUblau 

^""Sn^iSS Leuc^^^ auf unterschiedUche Weise in den Sensor integriert werden (Abb, 6): 

15 - durch direktes Losen des Leuchtstoffs in der anaiytsensitiven Schicht (Fig. 6, Bsp. 3) 

- durch Einbau in ein Polymer, welches als Grundierung fur die Sensorschicht dient OFig. 6, Bsp. 1) 

- durch Einb au in ein Polymer, welches in Mikro- oder Nanopartikeln in die sensiUve Schicht dispergiert wird (S ig. 

durch Einbau von lumineszierenden Farbstoffen in Sol-Gel Glas mit anschlieBendem Sintem, Pulverisieren und 
20 Dispergieren des Glases in der Sensorschicht (Fig. 6, Bsp. 2) „ ^ . ^ , t.,„ on 

- durch Verwendung pulverisierter Phosphore, die in der sensitiven Schicht dispejiert werden (Fig. 6, Bsp. 2) 

- durch Beschichtung der AuBenseite einer Sensorfolie, ohne Kontakt zur Probe (Fig. 6, Bsp. 4) 

- durch kovalente oder elektrostatische Bindung des Ruoreszenzindikators an die Oberflache von L^uchtstoffpar- 
tikehi die entweder in eine Polymerschicht dispergiert werden oder direkt in der Probe veiteilt werden 

- durch Dispersion von Partikeln in die Probe, in welcher der Ruoreszenzindikator m geloster Form vorhegt. 

Es ist wichtig zu erwahnen, daB mit Hilfe von Phasenmodulationstechniken bei Frequenzen im kHz-Bereich bei dieser 
AiJvon SrL immer nur dne mitderePhasenverscMe^ 

zdtkomponenten ist zwar prinzipieU mogUch, durch die benotigten hohen Frequenzen ^^^^^ ^^^f ^msch au^^^^^^^^ 
AuSund der deutUchen Unterschiede in den Abklingzeiten der beiden co-immobihsierten Mikatoren ergibt die zeit- 
aufSste Messung, bei der nach einem AnregungsHchtpuls ausschlieBhch das Abklingverhalten des Lumineszenzsi- 
;Xnach AusschSten des Anregungspulses ermittelt wird, in vielen FaUen keinen nutzbnngenden Paramete,; da die 
LrzlebigeKomponentezuschnellabMingtundmeBtechnischnurmithohemAufwan^ 

Auch fstes mLlich, die Signalintensitat wahrend des Anregungspulses und in der Abkbngphase separat zextau^dost 
zu messen und da^s Ve;halmis dieser beiden Signale R zu berechnen. Wie aus Fig, 4 hervoi^eht hangt ^1^^^^^^^^^ 
ausschUeBUch vom Intensitatsverhaltnis R der beiden Lumineszenzkomponenten ab und ist voUstandig unabhangig von 

^SSr'^nSn PhlsSimodulationstechniken die mitdere Phasenverschiebung des Lumineszenzsignals gemes- 
sen werden. Die MeBfrequenz wird dabei auf die Abklingzeit des Leuchtstoffs abgestimmt und hegt zwischen 0^ und 
40 100 kHz. Wie im folgenden gezeigt wird, geht aus der Gleichung (1) hervor daB der gemessene P^asenmnkel 

vom Verhaltnis der beiden Signalintensitaten, aber nicht von der Absoluthohe des Signals abhangt und somit die Refe- 
renzierung der Intensitat des kurzlebigen Fluoreszenzanteils ermogUcht. 

Add^STe^SLgening der Signale (Index ref = Referenzsignal, Index flu = Fluoreszenzsignal; Index m = MeBgroBe) 
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45 

Am • COsOn, = Arcf * COsOrd + Aflu • COSOau 
Am • sinOm = Aref * sin<I>ref + Aflu * sinOflu 

50 Voraussetzung 2: i_i ,. • 

Die langere Abklingzeit ist sehr viel groBer als die kiirzere Abkhngzeit: 

Tref » 'Cflu 

55 Wenn die Modulationsfrequenz so gewahlt ist, daB sie fUr Tref optimal ist, d. h. 

tanOrcf =27C • fraod * Xref = 1 

ergibt sich fur Oflu*. 

60 

tanOfl„=27t:.f„^-Tfl„ ^Oit-x "T^ 

65 mit der Voraussetzung ergibt sich fiir den Wmkel ^fi^: 
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tan<I.„„ = ^ ) 0 => 4.„„ -> 0 



Voraussetzung 3: 

Die Abklingzeit des Farbstoffs mit der langeren Abklingzeit ist fiir die interessierende Messung konstant: 
Trcf = konstant — ► tan^^f = konstant — ► <^ref = konstant 
Damit vereinfachen sich die additiven Gleichungen zu: 

Am • COSOn, = Aref • COsOrcf + Aflu 

Am • sin€>m = Aref * sin<E>„f 

Teilt man die erste Gleichung durch die zweite, ergibt sich: 

A„ COS<I>„ • COS<t>„, + Aflu A„, f cos + Ana / Arof^ 

A„.sin4.^ ™ Aref.sin<E»„, A„, l ^h^, J 



cos (I>_, + Aflu/ Araf -i 



(1) 



10 



15 



20 



25 



Da die Auftragung von cot ^m linear das AmplitudenverhSltnis widerspiegelt, ergibt sich ein linearer Zusammenhang 
zwischen dem Cotangens des gemessenen Phasenwinkels Om und dem Amplitudenverhaltnis R (und damit auch Inten- 
sitatsverfaaltnis) der beiden LeuchtstofFe siehe Fig. 2). . 30 

cotOn, driickt ein Intensitatsverhaltnis aus, ohne daB zwei Intensitatssignale separat gemessen werden mussen. 

Wesentliche Vorteile sind: 

- Ein sehr geringer Synthese- und Optimierungsaufwand bei der HersteUung neuer Sensoren. 

- Einfache Umstellung bereits optimierter Fluoreszenzsensoren auf Abklingzeitmessung durch einfaches Zumi- .35 
schen des langlebigen LeuchtstofFs» 

- Fiir ein Feld von Sensoren fur unterschiedliche Analy ten kann problemlos immer der gleiche langlebige Leucht- 
stoff verwendet werden. Damit lassen sich verschiedene Sensoren mit demselben optpelektronischen System aus- 
werten. 

- Da die Form der Kalibrierkurve nur vom Verhaltnis der beiden Intensitaten abhangt, kann der Empfindlichkeits- 40 
bereich eines einzelnen Sensors allein schon durch Veranderung der zugegebenen Menge an Leuchtstoff optimiert 
werden. 

- dasselbe kann durch eine optimale Auswahl der spektraien Fenster sowohl auf der Seite der Anregung, als auch 
der Emission realisiert werden. 

- Die Quorempfindlichkeit ianglebiger Liimineszenz gegeniiber SauerstoflF kann ausgeschaltet werden, indem die 45 
Indikatoren in Materialien eingebaut werden, die fur Gase nicht zuganglich sind. 

- Werden phosphoreszierende Feststoffe oder in Glas eingebaute Leuchtstoffe verwendet, wird jegliche Beeinflus- 
sung des Signals durch chemische Leuchtstoffparameter in der Probe voUstandig ausgeschlossen. 

- Weil Sauerstoff die Lumineszenz nicht loschen kann, entsteht in der Membran kein reaktiver Singlettsauerstoff. 

In der Folge verringert sich die Photozersetzung und die StabiHtat der Sensoren verbessert sich,- 50 

- Der Einbau der langlebigen LeuchtstofFe in eine Glasmatrix oder als FeststofiF verhindert deren Auswaschen voU- 
standig. Desweiteren ist ihre Photos tab ilitat auBergewohnlich hoch. 

- WaJirend bei MeBprinzipien, bei denen der Analyt den angeregten Zustand des langlebigen Leuchtstofifs deakti- 
viert (wie PET-EfFekt, dynamischer Loschung oder Energietransfer), die Abnahme der mitderen Abklingzeit, im- 
mer parallel mit einer Abnahme der Signalintensitat verbunden ist, was zu einer \ferschlechterung des Signal/ 55 
Rausch VerhMltnisses fiihrt, wird bei dieser Art von Sensoren bei Abnahme der Abklingzeit die Signalintensitat gro- . 
Ber. Die Folge ist ein wesentlich besseres Signal/Rausch Verhaltnis iiber den gesamten Mefibereich. 

Da die KennUnie dieser Sensoren einzig vom Verhaltnis der Signalanteile beider Indikatoren abhangt, sollen jedoch 
folgende Bedingungen erfuUt sein: 60 

1) keiner der beiden Indikatoren darf im Verlauf der Messung auswaschen; 

2) die beiden Indikatoren dtirfen wahrend der Messung nicht unterschiedlich schneU durch lichteinwirkung zer- 
setzt werden; 

3) das Konzentrationsverhaltnis der beiden Indikatoren muB beim Herstellen der Membranen konstant gehalten 65 
werden; 

4) die Abklingzeit des langlebigen Leuchtstoffe muB immer konstant sein. 
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FUr viele Sensoren kbnnen diese Bedingungen problemlos erfUUt werden. 
Beispiele fur optische Sensoren basierend auf diesem Pnnzip. 

pH-Sensor 

xu^pne n Phasenverschiebung bei einer Frequenz von 80 kHz) 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



ses Sensors, gemessen 
pH-Sensor 



_ Axninofluorescein kovalent gekoppclt an Sol-Gel Partikel mit eingebauten. Ru(phen)3a. (gesintert, gemahlen 
und in Hydrogel dispergiert) 

COi-Sensor 

HFrS-CTA3 lonenpaar in Ethylcellulose gelSst mit Tetraoctylanunoniumhydroxid als Puffer (nach 6) 
- S5,7-diph-1.10-phen) in PVC als auBereBeschichtung einer Sensorfohe 



NHs-Sensor 
Kalium-Sensor 

- lipophilisiertes Nilblau gelost in PVC mit Weichmachem (nach 8) 

- pJoD-octaethylketoporphyrin in PVC als auBere Beschichtung 

XMeErfindungerlaubtsonUteineoptis^eB^^^^^^^^ 

ters einer Probe mit Hilfe emes °Pt>s<=»«'''^''"^'f;^^„^'X^n^^^^ fungiert. welches durch eine lange Lumi- 

von denen der eine Indikator als ^-g- ejnes Unt^^^^^ g. ^ Millisekunden) gekenn- 

neszenzlebenszeit (vorzugsweise im Bereich ^"""^^^l^^y^^^^l^^^^^, vom zu messenden Parameter beeinfluBt 
zeichnet ist. und welches weder m seiner ^^^f Bereich von einigen Nanosekunden auf, 

wird. Der zweite Indikator weist eine -^^f 'ff^Zl^Z d^SeS eine Funktion des zu messenden Parameters 
welche das langlebige Lumineszenzsignal uberlagerU und J^^™^^^ ^^j^ ^^^i eine ReferenzgroBe bestimmt, wel- 
ist. Mit Hilfe von Phasenmodulations- oder wobei diese ReferenzgroBe unabhan- 

Svtrs^— tr^Sn^^^ 

abhangigen Buoreszenzkomponente mnoglicht. 



Zitate 



45 



50 



55 



O. S. Wolfbeis, Fiber Optic Chemical Senso^^d Bio~ Vol. H, CRC press, 1991 
S. Draxler, M.E. Lippitsch, Sens. Actuators B29 99 1995 



Patentanspriiche 



1 VerfahrenzurfluorometrischenBestimmungeinesbiJogische^^^^^^^^^^ 
ier Probe unter Verwendung zumindest zweie^^^^^^^^^^^ 
der Lumineszenzintensitat ^u/ den Parameter anspn^^^^^^^^ ^ ^.^ Leuchtstoffe (flu, 

60 sitat und der Abklingzeit auf den Parameter "i-^ht ^^^P^g^ : oderPhasenverhalten der sich ergebenden Lumines- 

reO unterschiedUche Abkl ngzeiten -"t^^f^'^;^,^';,"^!^^^^^^^^^ verwendet wird. 

zenzantwort zur BUdung emer ReferenzgroBe ^ Jr^e Besuimmmg Verhatnis (R) der beiden Lu- 

L^S^^^^te-n^iSSvJ^t^^^^ 

f Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, daB die Abklingzeit des zweiten Leuchtstofis (ref) 
f fl'rjltSctS d^v^^^^^ AnsprUche. dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu. ref) 
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coimmobilisiert vorliegen. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als ReferenzgroBe (R) eine 
Phasenverschiebung (^ni) der Lumineszenzantwort des ersten Leuchtstofifs (flu) zu der des zweiten Leuchtstoffs 
• (ref) verwendet wird. 

6- Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daS die ReferenzgroBe (R) aufgrund des 5 
Zeitverlaufs der Lumineszenzantwort des zweiten Leuchtstoffs (ref) bestimmt wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Abklingzeit des ersten 
Leuchtstoffs (flu) im Bereich von 0,3 Nanosekunden bis zu etwa 100 Nanosekunden liegt, 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der zweite Leuchtstoff (ref) 

als Trager eines Untergrund-Lumineszenzsignals ^ngiert, wobei insbesondere die Abklingzeit des zweiten Leucht- lO 
stoffs (ref) im Bereich von 1 Nanosekunden bis 10 Millisekunden liegt. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Anregungs- oder/und 
Emissionsspektren der LeuchtstofFe (flu, ref) einander iiberlappen. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, ref) 
gleichzeitig, insbesondere mit gleichzeitigem Erregungsanfang oder/und gleicher Erregungsdauer, erregt werden. 15 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die ParametermeBgroBe 
. (Aflii) sowie die ReferenzgroBe (A^cf) aus einem Summensignal (Ages) der sich ergebenden gemeinsamen Lumines- 
zenzantwort ermittelt wird, 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, ref) 
durch eine einzige Lichtquelle genieinsam erregt werden. 20 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Lumineszenzantwor- 
ten der Leuchtstoffe (flu, ref) durch einen einzigen Detektor gemeinsam erfaBt werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als die ReferenzgroBe (R) die gemessene Phasenver- 
schiebung (Ojn) des Sununensignals (ges) aus Fluoreszenzsignal (flu) und verzogertem Referenzsignal (ref) ver- 
wendet wird und somit das Verhaltnis der beiden Anteile widerspiegelt. 25 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB (Ue Modulationsfrequenz auf die Abklingzeit des je- 
weiligen langerlebigen Leuchtstoffs (ref) abgestimmt wird, und insbesondere im Bereich zwischen 0,5 und 300 kHz 
liegt 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die ReferenzgrfiSe (R) mit 
Hilfe einer zeitaufgelosten Messung ermittelt wird, wobei die ReferenzgroBe (R) ein Verhaltnis zwischen der Lumi- 30 
neszenzintensitat (Ii) wahrend des Anregungsimpulses und der Lumineszenzintensitat (I2) nach dem Ausschalten 

der Lichtquelle darsteUt. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der kurzlebige Leuchtstoff (flu) an der Oberflache 
von Partikeln, die den langlebigen Leuchtstoff (ref) enthalten, fixiert ist und die Partikel ohne zusatzlichen Trager 
direkt in die Probe eingebracht werden. 35 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die in die Probe eingebrachten Partikel mit einem 
Flow-Cytometer vermessen werden. 

19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dafi die in die Probe eingebrachten Partikel mit einem 
■ Ruoreszenzmikroskop vermessen werden. 

20. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Sensoren mit Hilfe von bildgebenden Methoden 40 
zweidimensional ausgelesen werden. 

21 . Vorrichtung zur fluorometrischen Bestimmung eines biologischen, chemischen oder physikalischen Parameters 
einer Probe, umfassend: ^ 
ein Sensormittel, das zuinindest zwei verschiedene Leuchtstoffe (flu, ref) aufweisti deren erster (flu) zumindest in 

der Lumineszenzintensitat auf den Parameter anspricht und deren zweiter (ref) zumindest in der Lumineszenzinten- ' 45 
sitat und der AbkUngzeit auf den Parameter nicht anspricht, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, ref) 
unterschiedliche Abklingzeiten aufweisen und das Zeit- oder Phasenverhalten der sich ergebenden Lumineszenz- 
antwort zur Bildung einer ReferenzgroBe (R) fiir die Bestinmiung des Parameters verwendet wird. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB die Abklingzeit des zweiten Leuchtstoffs (ref) 
langer ist als die des ersten Leuchtstoffs (flu). 50 

23. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, reO 
coimmobilisiert vorliegen. 

24. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB sie die ReferenzgroBe (R) auf- 
grund einer Phasenverschiebung (^m) der Lumineszenzantwort des ersten Leuchtstoffs (flu) zu der des zweiten 
Leuchtstoffs (ref) bestimmt 55 

25. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB die ReferenzgroBe (R) auf- 
gruqd des Zeitverlaufs der Lumineszenzantwort des zweiten Leuchtstofis (ref) bestinunt wird. 

26, . Vorrichtung nach einera der Anspruche 21 bis 25, dadurch gekennzeichnet, daB die Anregungs- oder/und die 
' Emissionsspektren der Leuchtstoffe (flu, ref) einander iiberlappen. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, ref) 60 
gleichzeitig, insbesondere mit gleichzeidgem Erregungsanfang oder/und gleicher Erregungsdauer, erregt werden, 

28. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 27, dadurch gekennzeichnet, daB die ParametermeBgroBe (Aflu) 
sowie die ReferenzgroBe (Aref) aus einem Summensignal (Ages) der sich ergebenden gemeinsamen Lumineszenz- 
antwort ermittelt wird. 

29. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB die Leuchtstoffe (flu, ref) durch 65 
eine einzige Lichtquelle gemeinsam erregt werden. 

30. Vorrichtung nach einem der Anspruche 21 bis 29, dadurch gekennzeichnet, daB die Lumineszenzantworten der 
Leuchtstoffe (flu, ref) durch einen einzigen Detektor gemeinsam erfaBt werden. 
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demSebigen Leuchtstoff (flu) in einer f "^f^J'^S^rll^S^ ^° der AuBenseite 

den stanunt. ^^^^ gekennzeichnet, daB der langlcbige Leuchtstoff (ref) aus der Gruppe 

zeitaufgelosten Messung dienende 8?^^^ ^" "ntoa^^^^^ sensitive Schicht eingebettet wird. 

Sert gemahlen und in eine das kurzleb.ge ^"^^'f "f^^^^jf gekennzeichnet, daB der zu messende 

irSaLennachAnspn^chlcderVomctongn^^^^^^ 

ehernischePa^et^ind^P^^^^^ 

-So^rn-^'A^U^d^ 

42 Verfahren nach Anspmchl Oder Vomchtung^cn^^^^^ 

Suchtstoff (flu) ein chelatbildender Ruoreszenzmdikator ist. 
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